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Summary
　　The　effects　of　refeeding　a　complete　diet　to　2　day－starved　rats　on　hepatic　RNA　synthesis　has　been
examined　by　pulse　labeling　with　［i‘C］orotate　for　1　hr．　Refeeding　increased　the　specific　radioactivity　of
28S　and　18S　rRNA　the　most，　tRNA　the　next，　and　mRNA　the　least　in　hepatic　cytoplasm．　ln　vitro
incorporation　of　［3H］UTP　into　nuclear　or　nucleolar　rRNA　and　the　analysis　of　in　vivo　［32P］labeled　rRNA
clarified　that　refeeding　stimulates　mainly　transcriptional　rather　than　posttranscriptional　steps　in　starved
rat　livers．　Thus，　the　transcriptional　activity　of　hepatic　rRNA　is　stimulated　preferentially　at　an　early　stage
following　refeeding　to　starved　rats，　while　tRNA　or　mRNA　are　less　affected．　The　possible　mechanism
should　be　responsible　for　rapid　induction　of　hepatic　protein　synthesis，　especially　for　ribosomal　proteins
and　their　subsequent　translocation　to　nucleoli，　by　refeeding　to　starved　rats．
Introduction
　　　　The　effects　of　starvation，　refeeding，　and　amino　acid　or　protein　deficiency　on　the　synthesis　of　hepatic
proteins　and　RNA　have　been　studied　by　several　investigators（”v7）．
　　　　In　our　earlier　studies，　we　showed　that　the　restoration　of　hepatic　protein　synthesizing　activity　during
the　early　stages　of　refeeding　were　thought　to　be　regulated　by　a　translational　step　such　as　initiation　and，
to　a　less　extent，　elongation（6，7，9）．
　　　　In　this　study，　we　describe　a　comparative　investigation　of　the　rapid　effects　of　refeeding　a　complete　diet
to　2　day－starved　rats　on　the　synthesis　of　liver　mRNA，　tRNA，　and　rRNA　after　1　hr　labeling　with　［i‘C］
orotate．　Whether　or　not　refeeding　affects　transcription　is　also　discussed　besed　on　an　analysis　of　the
responses　to　refeeding　of　in　vivo　［32P］labeling　and　in　vitro　synthesis　of　hepatic　rRNA．
Materials　and　Methods
　　　　Animals　The　fasted　and　refed　rats　of　litter－mate　Wistar　strain（6，7，9）　weighing　about　110g　were　used．
One　hour　after　refeeding，　all　rats　received　［’‘C］orotate　（151t　Ci／100g　of　B．W．）　intraperitoneally．　One
hour　later，　the　rats　were　sacrificed　by　decapitation．　To　analyze　［32P］rRNA，　rats　received　32P－phosphate
（400＃Ci／100g　B．W．）　intraperitoneally　at　30’，　60’　and　120’　before　sacrifice．　To　investigate　the　effects　of
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refeeding　on　posttranscriptional　steps，　rats　were　treated　with　Actinomycin　D　（150＃g／100g　of　B．W．）　for
15min　beginning　45　min　after　［32P］phosphate　label：，ng　and　then　refed　the　complete　diet．　After　30　or　60
min，　rats　were　sacrificed　by　decapitation．
　　　　Sedimentation　analysis　of　Poly（A）　（十）　mRNA　and　poly（A）　（一）　RNA　The　RNA　containing
poly（A）　extracted　from　posttnitochondrial　supernatants　（PMS）　or　polysomes（6，’，9）　was　treated　with　Poly
（U）　Sepharose　4－B　to　isolate　poly（A）　（十）［mRNA］　and　poly（A）　（一）　RNA（ii）．Four　mg　of　RNA
layered　on　58ml　of　a　5－20910　sucrose　gradient　was　centrifuged　at　25，000　rpm（Beckman　SW　25－2）　for　15h
at　40C．　The　measurement　of　A．　260nm　and　the　amount　of　［i‘C］radioactivity　incorporated　into　RNA，
were　described　previously（6，7，9）．
　　　　The　analysis　of　［32P］rRNA　by　polyacrylamide　slab－gel　electrophoresis　The　cytoplasmic　or
nucleolar　rRNA　of　hepatic　ribosomes（i2）　or　nucleoli（5，i3）　from　rats　receiving　［32P］phosphate　were
extracted　as　described　previously．　The　cytoplasmic　［32P］rRNA　（100pt　g）　and　nucleolar　RNA（25pt　g）
were　analyzed　on　a　2．2910　PAGE（100×　100×2mm）　containing　O．19（o　SDS（5）．　The　preparation　of　autor－
adiograms　has　been　previously　described（i‘）．
　　　　Incubation　of　nucleus　or　nucleolus　with　［3H］UTP　Liver　nuclei　（5　×　106）　were　incubated　with
5　pt　Ci　（O．lmM）　of　［3H］UTP　in　200pt　1　of　the　system　described　by　Gilboa　et　al（i5）．Liver　nucleoli　（30pt　g
DNA）　were　incubated　with　5　＃Ci　（O．lmM）　of　［3H］UTP　in　200pt　l　of　the　system　described　by　Onishi　＆
Muramatsu（i6）．　lncubations　were　carried　out　in　the　presence　or　absence　of　a－amanitin　（O．7pt　g／ml）　for
30　min　at　25eC　and　then　treated　with　cold　5910　TCA．
　　　　Measurements　of　the　amounts　of　DNA，　RNA　and　radioactivity　The　measurements　of　the
amounts　of　RNA　and　DNA　from　PMS，　polysomes，　nuclei，　and　nucleoli　were　undertaken　by　the　method
Table　1　The　effects　of　refeeding　on　the　poly（A）　（一）　RNA
　　　and　mRNA　of　PMS
i）　Amount　in　liver　cells　and　specific　radioactivities：　The　data
are　mean　values　from　duplicate　experiments，　The　effects　of
refeeding　are　expressed　as　ratios　（Refed／Starved：　R／S）．
Fractions
［’‘C］　dpm　／　pt　g　RNA
StarvedRefed R／S
a）　Poly（A）（十）mRNA
b）　PolY（A）（一）　RNA
161
31
245
65
1．5
2．1
ii）　Sedimentation　analysis　of　poly（A）　（一）　RNA．　The　poly
（A）　（一）　RNA　shown　in　i）一b）　was　subjected　to　sedimenta－
tion　analysis　（Fig．　1）．　The　RNA　of　the　shaded　areas　in　Fig．
1　were　pooled　and　their　specific　radioactivities　measured．
These　data　are　listed　as　the　mean　values　from　duplicate
experiments．　The　effects　of　refeeding　are　expressed　by　R／S．
Fractions
［i‘C］dpm／＃g　RNA
StarvedRefed R／S
rRNA　（18S十28S）
rRNA　（28S）
rRNA　（18S）
tRNA　（4S十5S）＊
14．1
9．6
19．9
3　1．6
44．0
35．2
56．7
60．8
3．1
3．7
2．9
1．9
’　The　tRNA　fraction　contains　small　amounts　of　5S　RNA．
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of　Fleck　et　al．（’7）　with　a　slight　modification（6）．　The　amounts　of　［i‘C］一〇r　［3H］radioactivities　was　measured
as　previously　described（6，’，9）．　The　［32P］一radioactivity　of　rRNA　was　determined　by　a　similar　autoradiogra－
phic　method　described　previously（i‘）．
Results　and　Discussion
　　　　To　clarify　the　effects　of　refeeding　to　the　starved　rats　on　the　hepatic　RNA　metabolism　with　its
regulation，　starved　and　refed　rats　received　［’‘C］orotate　and　1　hr　later　its　incorporation　into　PMS　mRNA
and　poly（A）　（一）RNA　were　measured　and　the　results　are　shown　in　Table　1（　i　）．　The　increase　in　specific
radioactivity　was　distinctly　higher　in　poly（A）　（一）RNA　than　in　mRNA　in　the　livers　of　refed　rats．　Similar
results　were　observed　for　polysomal　RNA（data　not　shown）．　Furthermore，　the　effects　of　refeeding　on　the
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Figure　1　Sedimentation　profiles　of
　　　poly（A）（一）　RNA　from　PMS．
　　　The　shaded　areas　were　used　for
　　　measurements　of　specific　radio－
　　　activity．　ee，　absorbance　at　260
　　　nm．　H，　i‘C－dpm．　a）　Starved
　　　rats．　b）　Refed　rats．
o
（3）
一　94　一 THE　JOURNAL　OF　TOKYO　MEDICAL　COLLEGE
a） b）
VoL　49　No．2
　　．　1
0rlレ
28Sレ
18Sレ
23　45
．灘纏　　　　　　　罐．麟叢
…雛，
欝
灘．
．鍵
678　910
．雛
蕪
轡験「
鞍．
懸
げ零観?E
　　　難轟
藍
．雛一
灘
12345678910　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ　　．”・　・1…　　　　　　　　　　　　噌曜orI
｝　毒
口
〈　28s
〈18s
Figure　2　Polyacrylamide　slab－gel　electrophoresis　of　［32P］rRNA．
　　　a）　RNA　（100pt　g）　from　cytoplasmic　ribosomes　and　b）　nucleolar　RNA　（25pt　g）
　　　were　analyzed．　Lanes　1－5　and　6－10　show　starved　and　refed　rats　respectively．
　　　Control　rats　（without　Actinomycin　D）　：　RNA　labeled　for　30　min　（lane　1　and
　　　6），　60　min　（lane　2　and　7）　and　120　min　（lane　3　and　8）．　Actinomycin　D
　　　treatment：RNA　at　30　min　（lane　4　and　9）　and　60　min　（lane　5　and　10）　after
　　　refeeding　rats　prelabeled　with　［32P］orthophosphate　for　45　min　and　then
specific　radioactivities　of　the　various　kinds　of　RNA　contained　in　poly（A）　（一）RNA　following　1　hr　pulse
labeling　with　［i‘C］orotate　was　analyzed　by　sedimentation　（Fig．　1）　and　are　summarized　in　Table　1（ii）．
Refeeding　stimulated　the　labeling　of　18S　and　28S　rRNAs　markedly，　although　the　stimulation　was　greater
for　the　28S　rRNA；　the　increase　in　the　incorporation　of　radioactivity　was　the　lowest　for　4S　tRNA．　This
was　confirmed　by　the　results　in　polysomal　poly（A）　（一）RNA（data　not　shown）．　However，　the　average
stimulation　in　mRNA　was　much　lower　（Table　1（i））　than　in　18S　or　28S　rRNA．　These　results　suggest
that　the　synthesis　of　ribosomal　RNA　is　selectively　stimulated　by　refeeding．
　　　　To　confirm　the　preferential　stimulation　of　rRNA　synthesis　by　refeeding，　the　［32P］rRNA　of　cytoplas－
mic　ribosomes　and　nucleoli　were　analyzed　by　polyacrylamide　gel　electrophoresis　（Fig．2）．　Higher　labeling
of　nucleolar　RNA　and　cytoplasmic　18S　and　28S　rRNA　in　refed　rats　than　in　starved　rats　was　detected
at　30　and　60　min　after　labeling　［lanes　1，　2，　6，　7　in　a）　and　b）］．　After　120　min　in　refed　rats，　the
radioactivity　of　the　cytolasmic　18S　and　28S　rRNAs　increased　greatly　while　there　was　a　slight　decrease
in　the　amout　of　nucleolar　RNA　［lane　8　in　a）　and　b）］．　However，　in　starved　rats　only　slight　labeling　of
the　cytoplasmic　18S　and　28S　rRNA　and　even　slower　labeling　of　nucleolar　RNA　was　shown　［lanes　1，　2，
3　in　a）　and　b）］．　These　results　supported　the　previous　results　shown　in　Fig．　1　and　Table　1（ii）．
　　　　Furthermore，　the　effect　of　refeeding　on　posttranscriptional　processes　for　rRNA　were　analyzed．　After
labeling　the　RNA　with　［32P］phosphate　for　45　min，　rats　received　Actinomycin　D，　a　known　inhibitor　of
RNA　synthesis．　Fifteen　minutes　later　the　effects　of　refeeding　on　the　flow　of　radioactivity　in　RNA　was
checked．　A　slight　increase　in　the　labeling　of　cytoplasmic　28S　and　18S　rRNA　［lanes　4，　5，　9，　10　of　a）］　and
a　slight　decrease　in　the　labeling　of　nucleolar　RNA　［lanes　4，　5，　9，　10　of　b）］　by　refeeding　was　shown．
These　results　suggest　that　refeeding　starved　rats　stimulates　mainly　transcription　rather　than　posttranscrip－
tion　of　rRNA．
　　　　RNA　biosynthesis　consists　of　following　steps：　i）　the　synthesis　of　precursor　RNA；　ii）　the
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Table　2　The　effects　of　refeeding　on　the　incorporation　of　［3H］UTP　into
　　　RNA　in　isolated　liver　nuclei　and　nucleoli．
　　　The　data　are　listed　as　the　mean　values　from　duplicate　experiments．　The
　　　effects　of　refeeding　are　expressed　by　R／S．
［3H］dpm　／　pt　g　DNA
Systems a）　Nucleus b）　Nucleolus
Starved　RefedR／S Starved　RefedR／S
Complete
a－amanltm　reslstant
cr－amanitin　sensitive”）
（十）　RNase．　A　（10　＃　g／ml）
525
200
325
64
611
271
340
76
1．2
1．4
0．96
3，251
3，201
　　17
4，867
4，847
　　40
1．5
1．5
”　The　a－amanitin　（O．7　”g／ml）　sensitive　values　were　estimated　by　subtracting－lfitE
　resistant　values　from　those　of　the　complete　system．
maturation　of　these　precursor　RNAs　in　the　nucleus；　and　iii）　transport　of　the　RNA　from　the　nucleus　to
the　cytoplasm（5，8，iO，i2，i3）．
　　　　Considering　the　rapid　and　high　labeling　of　cytoplasmic　rRNA　with　［i‘C］orotate　and　［32P］phos－
phate　in　refed　rat　liver，　it　is　likely　that　stimulation　step　i）　may　be　mainly　involved　in　the　increase　in
the　specific　radioactivity，　since　the　effect　of　refeeding　on　the　transport　of　［32P］rRNA　in　Actinomycin　D
treated　rats　was　at　most　only　slight．
　　　　Direct　evidence　for　the　effects　of　refeeding　on　rRNA　synthesis　was　demonstrated　by　in　vitro
incorporation　of　［3H］UTP　into　nuclear　or　nucleolar　RNA　（Table　2）．　The　incorporation　of　a－amanitin
resistant　［3H］radioactivity　into　RNA，　believed　to　be　rRNA，　was　40　to　50910　higher　in　refed　rats　than　in
starved　rats　［Table　2a，　b］．　However，　ev－amanitin　sensitive　incorporation，　thought　not　to　be　rRNA，　was
not　affected　by　refeeding．　This　supported　our　previous　conclusion（6・7・9）　that　poly（A）　（＋）mRNA　synthe－
sis　might　be　only　slightly　affected　by　refeeding．　These　results，　taken　together，　suggest　that　the　rapid
increase　in　the　specific　radioactivity　of　cytoplasmic　rRNA　in　refed　rat　liver　following　pulse　labeling　with
［i4C］orotate　is　caused　mainly　by　a　transcriptional　activation．
　　　　The　present　study　indicates　that　refeeding　starved　rats　stimulates　the　transcription　of　hepatic　rRNA
preferentially．　The　mechanism　must　be　responsible　for　rapid　enhancement　of　hepatic　protein　synthesis，
especially　ribosomal　proteins　and　their　transport　to　nucleoli，　induced　at　an　early　stage　after　refeeding．
This　activation　of　rRNA　synthesis　may　be　required　in　addition　to　the　rapid　increase　in　translational
activity　shown　in　our　previous　studies（6，7，9）　to　restore　hepatic　protein　synthesis　decreased　by　starving．
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ラット肝rRNA合成に及ぼす絶食後の完全食再投与の効果
　　　（東京医科大学　生化学教室）
長井光三・柳澤　勇
　ラット肝のタンパク生合成の開始や伸長活性が絶食後の再給食で速やかに促進されることなどがすでに明
らかにされている．しかし，この絶食後の再給食による肝RNA合成及びその制御機構等については不明で
あったのでその解明を試み，興味ある知見を得ることが出来た．
　1）勿伽。における結果：14C一痴話チン酸で1時間標識した肝細胞質のRNAの放射比活性を検討した結
果，rRNA（28　S及び18　S）は完全食の再投与後（2時間），3～4倍に上昇したがtRNAやmRNAは
1．9～1．2倍程度と軽度であった．このことは32P一リン酸による標識（30’，60’，120’）でも確認された．し
かし，32P－rRNAの転写後の成熟過程及び核小体から細胞質への輸送過程等への再給食の効果を検討した
結果，促進の程度は低くかったので，むしろ転写段階自体のより強い活性化が示唆された．そこで，in
vitro（単離核及び核小体）での直接的証明を試みた．
　2）in　vitroでの結果＝α一アマニチン（0．5μg／ml）に抵抗性を示す3H－UTPのrRNAへの取り込み活
性は核及び核小体の双方の系で40～50％再給食で確に促進されることが示された．一方，α一アマニチンに
阻害される非rRNA（mRNAなど）合成にはこの促進効果は認められなかった．
（6）
March．　1991　　’ NAGAI　et　al．：　Hepatic　rRNA　Synthesis 一　97　一
　従って，ラットを絶食に続いて完全食を再投与した時，新生rRNAの肝細胞質での出現が他RNA種に
比し顕著であるのは主に転写段階自体の活性化であると結論出来た．それ故，この時のラット肝の生理的条
件下でタンパク生合成の速やかな上昇があることを考慮すれば，新生リボソーム蛋白質の核小体への輸送量
が増加することになり，これがrRNAの転写活性を特に促進させる主因と推定された．
（7）
